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التضاد الحيوي للبكتريا sزاناط‏ »اء ك»اآأء»8 على المسببات المرضية الفطرية في التربة 


آمال عباس محمد الفخري 
قسم علوم الحياة - كلية العلوم للبنات - جامعة بغداد 


المستةا 

أجريت هذه الدراسة الأولية لمسرفة التأئير التضادي للبكتريا 1865ء ء/٥846‏ ضد بعض فطريات التربة الممرضة للنبات داخل 
المختبر. عند تذمية البكتريا مع الفطريات على الوسط الزرعي N.4.‏ كانت أقطار المستممرات الفطرية (38 و44 و38.6) ملم مقارنة بمماماة 
السيطرة (57 و 62.3 و 50) ملم للفطر اث Rhiz0c10712 50a‏ و Fusarium solani‏ و spor‏ على التواليء کما أحدٹشت نسب 
تبيط بلغت (34 و30 و 23)% للفطريات نفسها أعلاه. أما على الوسط ۴04 فبلغت (47.8 و 48.3 و46.6) ملم ءالسيطرة (57.6 و61 و 
3 ملم على التواليءكما بلغت نسب النتبيط (17 و22 و28 )% بالتتابع. ظهر التأثير معنئويا على كلا الوسطين ١كا‏ اظهر ر اشح البكتريا 
تأثيرا معنويا أيضا وبلغ معدل قطر المستعمزة 4.5 ملم و5 .0 ملم عند التركيز %10 وللفطرين أ٣هاهء.‏ ۸ و ٠0/2۶1‏ على التوالي › أما عند 
التركيز %20 فقد بلغ 8. عنم للفطر 1٨0/4ء.‏ ۸ في حين تبط نمو الفطر ٣50/4۸1‏ تماما عند هذا التركيز. تراوحت ألنسبة للتثبيط بين 91.6 
و 99.3 % عند الترکیز %10 و96.3 و100 % عند الترکیز %20 لكل من الفدلر ين 501۸1. ۸ و آ١رهامو.٣‏ بالتتابع. 
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ABSTRACT 


This study was conducted to evaluate the antagonistic effect of Bacillus subfilis against three 
pathogenic soll borne fungi in vitro, under laboratory condition. The diameters of the fungal colonies on 
nutrient agar werê (38, 44, 38,6)mm comparing with control (57, 62.3, 50)mm for Rhizoctonia solani, 
Fusarium solani and F.axysporuni, respectively. The inhibition percertages were 34, 30, 23 % for the 
fungi , respectively. The colony diameters on PDA were (47.8,48.3,46.6)mm whereas the colonies of the 
control were (61, 57.6, 64,3) mm diameters , respectively and the percentages of inhibition were (22, 
17,28)% , respectively. The effect was highly significant on both media , The use of bacterial extraction 
revealed a significant effect on the growth of R .solani and F.solani which were 4.5 arid 0.5 mm , 
respectively with 10% concentration .The growth of R.solani was 1.8 mm whereas the growth of F.solani 
was. inhibited completely with 20% concentration .The percentage of inhibition was 91.6 and 99,3% 
with 10% concentration and 96,3 and 100%owith 20%concentration for FR .solani and F.solarni , 
respectively. 


المقدهة 


تعد العديد من فطريات التربة التي تقطن في 
منطقة حول الجذور من المسببات المرضية المههة 
لعدد كبير من النباتات الاقتصادية > كرض الذبول 
الفيوزارمي على القرنفسل الدي يسببه الفطر 
Uusurium 0xysporun‏ والخسسائر الاقتصادية 
البالغة التي يحدثها سنويا في الولايات المتحدة 
الأمريكية (15). كما أن أنواع الفطضر ٣>٣”‏ 
مسؤولة عن العفن الجاف للبطاطة حتى تحدت ظررف 
خزن مبردة. 
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تاريخ استلام البحث 2004/10/12 ء تاريخ قبول البحث 2005/3/13 


ان أسلوب إدارة المرض باستعمال المواد 
الكيماوية تعد من الطرائق غير العملية في الوقت 
السلسلة الغذائية ومشاكل التلوث البيئي(8 و 12)ء هنالك 
عده أنواع من الأحياء المجهرية استخدمت كمض اداث 
وبشکل تجاري تجاه الفطر يات الممرضة للنبات في 
العديد من دول العالم ء ومن هده الأحياء : 


ر 
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Guliocladium virens OG. 2L, 
Iricodermki MarziaRurm KRL-AG2ڪ‎ 
وداک‎ 182 Candidg oleophla و‎ 


اليكتريا 1053 Pseudomoras JIuorscens EG‏ 
P. Syringeag ESC10 and ESC Il,‏ 
۾ Bulkolderia cepacia‏ و Bacillus subtilis‏ 
and MB] 00‏ 6803 (5 و9). فالبکتریا التابعۂ 
للجنس 5ا84 تعد من أحياء الربة والتي تتواجسد 
يبصورة عامة حول منطقة الجذور (14). و في بيات 
مختلفة كما إن تواجدها وبقائها يعود وبشكل كبير السى 
تكوينها للابو اغ الداخلية (6sإ0مءمل١م)‏ التي تستطيع 
مقاومة الأشعة فوق البنفسجية و الجفاف والحرارة 
والمذيبات العضوية (10). 

ان بعض أشواع ال us]اBaci‏ مشثل . 8 
thuringiensis‏ و B8. sphaericus‏ نتسج بعس۔۔ض 
المركباات ذات التأثير السمي فسي يرقات الحشسرات 
(10) . كما إن هنالك عدد من التقارير أشارت السى 
تأثیر أنواع من ال u8آااBuc‏ ومن ضمذنھا آل. 8 
في السيطرة على العفن الأخضر وعفن 
قواعد السيقان على الحمضيات (3): 

شار Monta ege‏ واخرون (10) إلى إن 
البكتريا ۲طى . 8 لها تأثير تضسادي ضسد 
الفطر 5٥/4۸1‏ ۸۸20-0۸1۵ على الطہ۔اطم نظ ر! 
لانتشار الفطر يات Fusariun 0xysp0or1™‏ و. I‏ 
anاsoو Rhizoctonia solani‏ في الترب ولوجود 
بعض الدراسات حول مهاجمتها لجذور بعض النبانات 
الاقتصادية وإحداث الأمراض النبائية عليها (1). 

ونظرا لقلة الدراسات في القطر حول استعمال 
البكتريا 81401114 .1c:[145‏ 8 ضدد هذه الأمجمو عة مسن 
الفطريات » أجرينا هذه الدراسة التي هدفست إإسى 
التعرف على تأثير هذه البكتريا في النمو الشعاعي لهذه 
الفطريات وكذلك معرفة آلية التضاد البكتيري على هذه 
الفطريات. 
المواد وطرائق العمل 
عزل الفطريات 
(Î)‏ )فط Rhizoctonia solani‏ : 

تم عزل هذا الفطر باستخدام قطع من جدور 
بادرات القرتبيط المصابة بمسرض سقوط البادرات 
)(ampin8- 0‏ وبعد جابها إلى المختبر غمرت 
بمحلول هايبوكلورات الصوديوم %5 لمدة خمس دقائق 
ثم غسلت بالماء المقطر المعقم ووضعت في أطبساق 
بتري تحتوي على وسط اكار البطاطة والدكستروز 
Potat0 dextrose agar (PDA)‏ وحضنت عاد 
درجۀ 25 لمدة أربعة ایام ٹم فحصت وشخصت 


حيث تم التأكد ان ما عزل هو الفطر ۸1ت/0ء.۸ بعسد 


ر 
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فحصة بالمجهر و مشاخدة الات المميز هة لهذ القطر 4 


بعدها حفظ عند درجة 5٥م.‏ 
زب (الفطذر Fusariu Solani‏ 

استخدمت نه اد ج من جدور وقواع. د سسيقان 
نبات القرنفل المصابة بمرض تعفن جذور وقواعسد 
السيقان تم الحصول عليها من أحد المشاتل في عزل 
هذا الفطر حيث قطعت النماذ ج إلى قطسع صغسيرة 
بطول 1-0.5 سم» عقمدت وغساات وحضندت بالطريق-ة 
المذكورة في الفقرة (أ) ثم ش..خصت بالاسستناد إلسى 
المفتاح التصنيفي (3). 
)ج( Fusarium oxysporum jail‏ 

تم الحصول على مزر عة نقية مسن إحسدى 
العزلات المرضية لهذا الفطر من مختسبر الاأمسراض 
النباتية التابع لقسم وقاية النبات في كلية الزراعة- 
جامعة بعنداد. 
زل البكتريا Bacillus St btİlis‏ 

عزلت بكتريا التضاد الحيوي من التربة فسي 
منطقۂ الجذور (۸۴۲۴م۸[1205p)‏ من جہذور نباتات 
الطماطم السليمة أو المصابة وعمل منها معلق بكتيري 
وذلك بأخذ 1 غم من التربة روضعها في أنبوبة اختبار 
ارت غا 0 اقل مان مقن فعس اتخضيل واي 
التخفيف 10 › ومن هذا التخفيف تم نقل | مل الى 
أنبوبة !ختبار ثانية وأكمل الحجم الى 10 مل لنحصل 
على التخفيف“ 10ء وهكذا كررت العملية للحصسول 
عل ا ا O0 a‏ 
a E Os‏ 


- مل من كل تخفيف ووضعت في أطباق بتري معقسم 


قطر سء » بعدها سكبت الأوساط الزرعية 4 وال 
4 ؛ وأستخدم ثلاث مكرر ات إكل معاملة. 

حضنت الاطباق في اکا ږ 
لمدة 48 ساعة حتى ظهور المس.-تعمرات والتسي تم 
تشخيصها بعد إجراء كافة الاختبارات المجهرية 
والكيموحيوية عليها وحسبما بينه ك0 ططز و(4) 
.Buchnan‏ 
التضاد البكتيري الفطري 
(أ)على الوسط الزرعي XN.4‏ ' 

استخدمت المستعمر ة البكتير ية كاآاز6uc‏ 
5 بعمر يومين ودرس تداخلها مع الفطريات 
FR .solani gf . oxysporum « F.solani‏ في 
أطباق بتري قطر 9 سم حاوية على الأوساط الزرعية 
)N ۸( Nutrient agar‏ حیٹ استعملت طریقة اھںu ٥‏ 
culture technique‏ وذلك بتقسيم الطبق إلى نصفين. 
زرعت البكتريا في النصف الأول بطريقة ااتخطي_ط 
)StreaK118(‏ باستعمال أبرة لتلقيسح ذاات العمروة 
اآن؟ 1٥0p‏ وفي النصف الثاني من الطبق وضسع 
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قرص من کل فطر قطر. 5 ملم فطع من المزار ع 
الفطرية بعمر 7 أيام بواسدلة الثاقب الفليني ومن ثم 
رفعه بالابرة ووضعه في مركز النصف الثاني مسن 
الطبق وعلى بعد حوالي 2.5 سم من حافات المزرعة 
البكتيرية »أما معاملة السيطرة فقد وضع القرص في 
مركز النصف الثاني من الطبق ءأما النصف الأول من 


الفخري 
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الطبق فترك دون أن يلقح بالبكتريا » عملت ثلاث 
مكررات لكل معاملة وبعد 6 أيام من زرح الفطريات 
قيست أقطار المستعمرات الفطرية ومنها حسبت النسبة 
المئوية للتقبيط باس-تخدام الممادلة الاتية حسبما 
و ض د ھاعMontealegr‏ و اخرون (10): 


م للنثبيط =| 1- (قطر النمر الفطري لمعاملة البكتريا/نطر الذمو الفطر ي لمعاملة السرطر ة)] x‏ 100 


(ب )على الوسط الزرعي ۴5۸ 
اتبعت نفس خطوات العمل المبينة في الفق-رة 
(أ) أعلاه .وتم قياس النمو الفطري والنسبة المئويسة 
للتشيط . 
استخلاص الراشح البكتيري 
[-تم تلفيح الوسط الزرعي السائل Nutrient b10 W٤‏ 
)NB(‏ ببکتیریا ال 1ا٤‏ 16؛ »اا8 ورج الوسط 
جيدا لكي تتوزع الخلايا البكتبرية بائتظام . 
2-تم اجراء سلسله من التخافيف العشرية وذلسك عسن 
طريق نقل 1 مل من الوسط الملقح بواسطة ماصة 
معقمة الى أنبوبة اختبار تحتوي على 9 مل ماء 
مقطر معقم لنحصل على التخفيف 10 ومن هذا 
التخفيف تم نقل 1 مل الى انبوبة اختبار ثانية وأكلى 
الحجم الى 10 مل لنحصل على التخفیت 10 وهکذا 
كررت العملية عدة مرات للحصول على التخ افيف 
10و 107 . اجريت سلسلة التخافيت هذه من 
الوسط الملقح بالبكترياا والمحضنة في درجة 
حرارة25 ' م. 
3-بعدها تم نقل 1مل من كل من التخافيف الاخيرة الى 
اطباق بتري معقمة مع مراعاة تحضير طبقين لكل 
تخار 
4نم اضيف الى كل طبق كمية كافية من الوسط 
الزرعي الصلب عه ۲121ا" والمسبردة السى 
درجة حرارة 45 "م » ٹم خلطت محتويات كل طبق 
جيدا وذلك بتحريك الطبق بشكل رقم(8)) بعدها 
تركدت الاطباق لتتصلب. ) 
5-وضعت الإطباق بالحاضنة بوضع مقلوب في در.جة 
25 “م لليوم التالي. 
6-انتخب التخفيف المناسب الذي يظسهر عددمن 
المستعمرات يتر اوح بين (300-30) مستعمرة بالدلبق 
الواحدءثم تم حسأب متوسط عدد المستعمرات بالطبق 
الو أحد. 
واخیرا تم حساب عدد الخلايا في [ مل ودذلف 
بضرب متوسط عدد المستعمرات في مقلوب التخفيف 
المستعمل؛ عدل تركيز اللقاح ليصبح ”5×10 وحدة 
خلية بكتيرية لكل 1مل › حدشر منها 100 مل فسي 


(N B) Nutrient brow Jئاlسnلاl الوسط الزرعي‎ 


۴ . ت 
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بعدها وزعت على انابيب النبذ المركزي و 
في درجة حرارة 25 “م لمدة 48 ساعة (10) . 
7-نبذنت مركزيا بمقدار 6000 دورة بالدقيقة »أهمسل 
الراسب ثم مرر الراشح خلال ورق ترشيح قطر 0.2 
ملي مايكرون .(0۲۴م111[1) بمساعدة جهاز التفريسغ 
الهوائي أخذ الراشح وأضيف الى الوسط ۴54۸ 
بتركيز %10 %20 وذلك بأخذ 10 و20 مل مسن 
الراشح وأكمل الحجم الى 100 مل على التوالي 
ءصبت في أطباق بتري قياس 9 سم وبواقع ثلاث 
مكررات لكل تركيز اضافة الى معاملة السيطرة التي 
تركت دون اضافة الراشح. 
8-زر ع قرص قطره 2.5 ملسم مسن کكسل مسن 
الأفطر Fusarium s$ola^i jı‏ ۾ Rhizoctonia‏ 
ا0ء في مركز الطبق »حضندت الاإطباق لمدة 
خمسة أيام في درجة 25 "م ٠‏ ثم أخذت النتائج 
بقياس متوسط القطرين المتعامدين من كل مسستعمرة 
فطرية. ) 
نفذت التجربة باستخدام التصميم تام التعشية 
وحللت النتائج احصائيا باستخدام اختبسار) واختبار 
دنكن متعدد الحدود. ) 
النتائج والمناقشة 
تأثير الخلايا البكتيرية في النمى الفغطري  :‏ 
عند تنمية البكتريا والقطريات على الوسط 
الزرعي N.4۸‏ أظهرت النتائج تأثيرا واضحا لابكتريا 
ئا lusاBaci‏ في النمو الشعاعي للفطريات ۸ 
uniاSo.‏ و F.solani‏ و صruتyYsp FP.‏ مقارن4 
بمعاملة السيطرة» وقد كانت الفروق عالية المعنوية 
باحتمال 0.01 لجميع هذه الفطريات كما أحدئت هذه 
البكتريا نسب تثبيط تراوحت بين %23 و34 % غير 
أن الفروق في نسب التثبيط لم تكن معنوية بين هذه 
الفطريات (جدول1). أما على الوسط ۴(۸ فقد 
أظهرت البكتريا تأثيرا معنويا عالرا باحتمال 0.01 
للفطر ۸1 »/ه0؛. ۸ وتأثيرا معنويا باحتمال 0.05 للفطر 
oxysporum‏ ا أما بالنسبة للافطر ۸1ے ادء ٣.‏ فلم 
يكن. التأثير معنويا من الناحية الإحصائية »كما أحدشت 


O‏ ,2005 المحري 
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البکتريا نسب تثبيط تراوحت بين 17 % و%28 غير تكن معنوية '(جدول ع)].' 


أن الفروق في نسب التثبيط بين الفغطريات الثلاث اتم 


جدول 1. تأ ثير بكتريا التضاد اليو ي كااناط»ء »s‏ ]اا8 في نمو فطريات e‏ على الوسط(۸.4)__ 


ا يشر اتوش اروت ف س فا پر و وساي 
BM | 7 | 3 | Ram‏ 1 
O3 4" Û Fsolamd‏ 0 1 
ا سس س ساس سا 


** معنوية باحتمال0.01. 
الحروف المتشابهة تعضي عدم وجود فروق معذرية. 


جدول 2. تأثیر بر بکتر يا التضاد الحيو ينا »اء ك»ا!آc‏ »8 في نمو فطريات الدراسة على الوسط ۶۴0۸ 


I a a a ج‎ ae SSE GSES iG GG ll rai ESEREKE 
1 أ‎ 


| الئمو الشعاعي للفطر(مام) ٠‏ النمو الشعاعي للفطر (ملم) 


١ 3 |‏ 
٠ ۳‏ _ (معاملة التضاد)____ (معاملة السيطرة)_ ا َ1 
RA .solani‏ | ** 47.8 6 | 24 
17a 8 57.6 e F. solani‏ | 
F .oxysporum ٤‏ * 46.6 ا 64.3 ۱ 288a‏ 1 
*معطوية باحتمال 0.05 ٠‏ کک ا ا اا ا ي و ا و ي ي 
**معنوية باحتمال 0.01 و 8× غير معاوية 
الحروف المتشابهة تعني عدم وجود فروق معذوية. 
خلص الراشح البكتيري في النمو الفطر يي لرك 10 06 620 غي او الي اليه 
أشارت نتائج الدراسة الموضحة في جدول(3) لافطر 4۸1 ٥ی.٣.‏ 
إلى أن لراشح البكتيريا »اء كuاااعه8‏ تاأثيرا كانت الفروق معنوية جدا باحتمال 0.01 بين 
واضحا في النمو الشعاعي للفطرین 0۸> .۸ و٣‏ معاملة كل تركيز ومعاملة السيطرة لكلا الفطرين «كه_ا 
۸.. وفي النسبة المئوية لتشيط نموهماء فبالنسبة فلهرت فروق معنوية جسدا بيسن التركسيزين ۸10 
للنمو الشعاعي ظهر انحسارا واضحا لنمو الفطريسن و %20 و معاملة السيطرة في نسبة تثبيط الفطسر ۸ 
والذي بلغ (1.8 و4.5) ملم عند التركيزين %10 71 . »وقد حصل فرق معنو ي أيضا بيسن نس بتي 
و20على التوالي لافطر :۸ه/هء. ۸ و( 0.5 و0) ملم التذیط للنطر ہیاہی. ۸ اما الفطر ٣.۹٥/۸1‏ فلم یکن 
عند التركيزين %10 و20 على التو الي للفطسر هناك فرق معنو ي بين التركيزين 10ر %20 .ولكکن 
so‏ أما من حيث نسب التثبيط فقد تراوحت بين كان هناك فرق معنوي بين كل مسن االتركسيزين 
6 99.3% عند الترکيزين 10 % %20 و ا 


على التوالي للفطر 1٨»/0ء.‏ ۸ و096.3و 60100 عند 
جدول 3. تأثیر ر اشج ا البكتريا 5أاآ1ط5 انى تثبيط نمو الفطرین 8014۸1.£ و F۰s01a ۸i‏ . 
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التتائج التي أوضحتها هذه الدراسة تؤكد 
التأثير التتبيطي للبكتريا 514011115 64٤1/1٦15‏ ضد مدد 
من الفطريات الممرضة للذبات وقد كان مذا النشبط 
على مستوى المزرعة البكتيرية الكاملة من جهة 
وعلى مستوى الراشح البكتيري من جهة أخرى فقد 
أظهرت الأطباق الملقحة بالبكتريا مع الفطر عاسى 
الوسط N.4۸‏ وجود هالة واضحة وتثبيطا معنويا فسي 
نمو الفطريات الkنناتù F.solanis R .solari‏ 
و ٣ 0P0‏ »حیث لم یحصل أي تلامس بین 
البكتريا وكل من هذه الفطريات الثلاث حتى بعد 7 أيام 
من عملية التلقيسح وهذا يعني أن اليسة التضاد 
antagonistic rrıechanisım‏ تتمڈل بافر از البکتریا 
للايضادت الانتشارية والطيارة وهذا ماأكده ع6۲٣‏ 
واخرون (11) . 

ان ظهور الحالة التتبيطية عزرز الاعتقاد بان 
البكتريا قد أفرزت أيضات متبطة للفطر يات اعدں۴ 
static metabo ts‏ حیث أشارت دراسات سابقة یأن 
البكتريا 8.51011115 تستطيع أن تفرز عسدة أيضات 
مضاادة للفطریات bacitracin« subtilin€ Jn‏ 
bacıilın >‏ و acil omycin‏ والتي تعود إإسى 
مجمو عة الع ur!‏ )2(1 ). 

مر رخال الجدرلن أو رتح ان تت 
لتثبيط على الوسط 0۸4 أقل مما مهي عليه علسى 
الوسط N.4۸‏ ربما يعود السبب الى كون الوسط ۲04 
كر اة فو فطرمات ادر اة من وط N4‏ 
ومع ذلك فقد أظهرت البكتريا وراشحها بيطا معنويسا 
ضد فطريات الدراسة الثلاث على الوسصط 0۸4؟. 

تو فر أو اع البكتريا 54-11/٦١‏ منافع عديدة 
من بين بقية البكترياء وذلك بسبب قدرتها على البقاء 
لمدة طويلة وقابليتها على تكوين الاإبواغ الداخلية 
365 ونشاطها الواسع في إنتاج المضادات 
الحياتية (6) . 
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